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k57 Resumen:
Un procedimiento para la biotransformacion del aci-
do fenilacetico en acido 2-hidroxifenilacetico.
La presente invencion consiste en la realizacion de
un procedimiento para producir acido 2-hidroxifenil-
acetico (2HPA) en Escherichia coli. La invencion
reivindica el uso los marcos de lectura abiertos impli-
cados en el catabolismo del acido fenilacetico (PA)
y responsables de la transformacion de este en su
derivado hidroxilado en posicion 2. La sntesis de
2HPA a partir de PA se consigue bloqueando la ruta
catabolica de PA o mediante la expresion de los mar-
cos de lectura abiertos que codican algunas de las
etapas del catabolismo de PA. El procedimiento de
biotransformacion se consigue tanto con celulas en
crecimiento como con celulas en suspension. El pro-
cedimiento es una alternativa, con muchas ventajas,
al de la sntesis qumica de 2HPA.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
ES
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DESCRIPCION
Un procedimiento para la biotransformacion
del acido fenilacetico en acido 2 - hidroxifeni-
lacetico.
Sector de la tecnica
La invencion que se reivindica es un proceso de
biotransformacion que se encuadra fundamental-
mente dentro del area de Biotecnologa. Se trata
de la produccion de acido 2-hidroxifenilacetico
(2HPA) a partir de acido fenilacetico (PA) me-
diante la expresion de algunos de los marcos de
lectura abiertos (ORFs) que codican enzimas in-
volucradas en el catabolismo de PA en E. coli.
Frente a la sntesis qumica de 2HPA, la sntesis
que utiliza organismos vivos presenta las venta-
jas de la especicidad del proceso, la sencillez, el
bajo coste economico y el ser un proceso respe-
tuoso con el medio ambiente.
Estado de la tecnica
El PA es un compuesto aromatico muy abun-
dante en la naturaleza y constituye un metabolito
central en las rutas de degradacion de otros com-
puestos aromaticos algunos de los cuales, como es
el caso del estireno, son importantes contaminan-
tes medioambientales (Mohamed M. y Fuchs, G.
(1993) Arch. Microbiol. 159, 554-562). Los mi-
croorganismos poseen la capacidad de mineralizar
una amplia variedad de compuestos aromaticos
a traves de rutas que convergen en unos pocos
catabolitos centrales, uno de los cuales es el PA
(Harayama, S. y Timmis, K.N. (1989) Genetics
of Bacterial Diversity. Hopwood, D.A. y Chater,
K.F. (Eds), pp. 151-174. Academic Press).
Escherichia coli es una bacteria que vive en
el tracto intestinal de los mamferos y en aguas y
suelos ricos en materia organica de deshecho pro-
veniente de los primeros. En estos dos habitats
E. coli encuentra una gran variedad de compues-
tos aromaticos derivados de plantas, aminoacidos
y acidos grasos que contienen grupos fenilo como
sustituyentes (Ferrandez, A., Garca, J.L. y Daz,
E. (1997) J. Bacteriol. 179, 2573-2581). Aunque
la capacidad de E. coli para degradar PA en con-
diciones aerobicas se describio por primera vez en
1983 (Burlingame, R., y Chapman, P.J. (1983)
J. Bacteriol. 155, 113-121), el mecanismo de di-
cha degradacion se desconoce hasta la fecha. Se
ha sugerido que el PA es mineralizado en bacte-
rias a traves de su activacion inicial a fenilacetil-
coenzima A (PA-CoA) (Vitovski, S. (1993) FEMS
Microbiol. Lett. 108, 1-6) y la enzima que cata-
liza dicha activacion en Pseudomonas putida U ha
sido recientemente caracterizada y el correspon-
diente gen clonado y secuenciado (Mi~nambres, B.,
Martnez-Blanco, H., Olivera, E.R., Garca, B.,
Dez, B., Barredo, J.L., Moreno, M.A., Schleiss-
ner, C., Salto, F. y Luengo, J.M. (1996) J. Biol.
Chem. 271, 33531-33538). Sin embargo, nada se
conoce de las etapas enzimaticas posteriores en el
catabolismo de PA.
Estudios previos de nuestro grupo haban per-
mitido el aislamiento de un mutante de la cepa E.
coli W ATCC11105, la cual se encuentra deposi-
tada en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo,
incapaz de utilizar PA como unica fuente de car-
bono. Dicho mutante, E. coli W14, se utilizo para
la clonacion de un fragmento de DNA de 33,3 kil-
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opares de bases (kb) perteneciente al cromosoma
de E. coli W y que confera a E. coli W14 la ca-
pacidad de utilizar PA como fuente de carbono.
El plasmido que contiene el fragmento de DNA
de 33,3-kb es un derivado de pBR322 y recibio
el nombre de pFA2 (Ferrandez, A., Prieto, M.A.,
Garca, J.L., y Daz, E. (1997) FEBS Lett. 406,
23-27).
Es bien conocido que el catabolismo de los
compuestos aromaticos en condiciones aerobicas
genera intermediarios hidroxilados (Harayama, S.
y Timmis, K.N. (1989) En \Genetics of Bacterial
Diversity". Hopwood, D.A. y Chater, K.F. (Eds),
pp. 151-174. Academic Press). Por lo tanto,
el bloqueo de las rutas catabolicas de compues-
tos aromaticos puede originar la acumulacion de
derivados hidroxilados, y representa as una e-
caz estrategia para la sntesis de dichos deriva-
dos. Mutantes de E. coli K-12 incapaces de cre-
cer en PA como unica fuente de carbono acumu-
lan 2HPA en el medio de cultivo (Cooper, R.A.,
Jones, D.C.N. y Parrott, S. (1985) J. Gen. Micro-
biol. 131, 2753-2757). Aunque existen procesos
para la sntesis qumica de 2HPA (Vallejos, J.C. y
Yani, C. (1993) Process for preparation of ortho-
hydroxyphenylacetic acid. Patente Francesa no.
2686877), hasta donde nosotros conocemos solo se
ha descrito una patente para la transformacion de
PA en 2HPA utilizando organismos vivos (Stau-
denmaier, H.R., Hauer, B., Ladner, W., Pressler,
U. y Meyer, J. (1994) Fermentative manufacture
of 2-hydroxyphenylacetic acid. Patente Alemana
no 4232522), si bien no se ha descrito hasta la
fecha ningun proceso para la biotransformacion
de PA en 2HPA en bacterias. En esta patente
nosotros describimos un proceso para la biotrans-
formacion de PA en 2HPA en bacterias recombi-
nantes.
Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion
La presente invencion consiste en el dise~no
y realizacion de un procedimiento para producir
2HPA a partir de PA en E. coli, tanto en celulas
recombinantes en crecimiento como con celulas en
suspension. La rapidez, facilidad y escaso coste
de la fermentacion de E. coli facilita la produccion
de 2HPA, y supone una considerable mejora res-
pecto a la sntesis qumica de este compuesto. La
invencion reivindica los marcos de lectura abier-
tos (en lo sucesivo denominados ORF) que codi-
can la transformacion de PA en 2HPA en E. coli,
as como los procedimientos para el crecimiento y
manipulacion de las bacterias recombinantes pro-
ductoras de 2HPA.
Descripcion detallada de la invencion
El fragmento de DNA clonado en pFA2 y
que conere al mutante E. coli W14 la capaci-
dad de crecer en PA como unica fuente de car-
bono, se sometio a un analisis con enzimas de
restriccion para determinar su mapa fsico. La
subclonacion de un fragmento HindIII/PstI de
15,4-kb en el vector de bajo numero de copias
pCK01 permitio la obtencion del plasmido pAAD,
el cual segua conriendo a E. coli W14 la ca-
pacidad de crecimiento en PA. La secuenciacion
del inserto del plasmido pAAD mostro la exis-
tencia de varias ORFs cuya secuencia se ha de-
positado en el GenBank/EMBL Data Bank con
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el numero de acceso X97452. La interrupcion de
la ORF que hemos denominado paaZ mediante
la insercion del transposon Tn1000 tambien de-
nominado γ (Guyer, M.S. (1983) Methods Enz-
ymol. 101, 362-369) impide el crecimiento de E.
coli W14 (pAAD::Tn1000 mutante 3) en PA como
unica fuente de carbono y energa. Sin embargo,
cuando E. coli W14 (pAAD::Tn1000 #3) se cul-
tiva en medio mnimo M63 (Miller, J.H. (1972)
En \Experiments in molecular genetics". Cold
Spring Harbor, New York) conteniendo glicerol
como fuente de carbono y en presencia de PA, este
ultimo se transforma en 2HPA segun se detecta
en el analisis por cromatografa lquida de alta
denicion (HPLC) del sobrenadante del cultivo.
La biotransformacion de PA a 2HPA tambien se
observa con celulas en suspension de E. coli W14
(pAAD::Tn1000 #3) incubadas en presencia de
PA.
Los estudios realizados mediante la subclo-
nacion del fragmento de DNA de 15,4-kb clonado
en pAAD mostraron que unicamente se produca
2HPA a partir de PA cuando se expresaban si-
multaneamente las ORFs paaK y paaABCDE.
As, paaK se clono bajo el control del promo-
tor Plac en el plasmido pAFK5. Las ORFs
paaABCDE se clonaron tambien, bajo el control
del promotor Plac en el vector de bajo numero de
copias pCK01 generandose el plasmido pAFAF1,
el cual es compatible con el plasmido pAFK5.
La introduccion de los plasmidos pAFK5 y pA-
FAF1 en E. coli W14 permitio la obtencion de
una bacteria recombinante, E. coli W14 (pAFK5,
pAFAF1), capaz de producir 2HPA cuando se cul-
tivaba en medio mnimo M63 conteniendo glicerol
como fuente de carbono y en presencia de PA. El
PA se haba transformado en 2HPA que se acumu-
laba en el sobrenadante del cultivo. La biotrans-
formacion de PA a 2HPA tambien se observa con
celulas en suspension de E. coli W14 (pAFK5,
pAFAF1) incubadas en presencia de PA.
Ejemplos de realizacion de la invencion
En los ejemplos que se exponen a continuacion
se detalla la experimentacion necesaria para de-
sarrollar esta patente.
Ejemplo 1
Construccion del plasmido pAAD y crecimiento
de las bacterias recombinantes en PA.
El plasmido pFA2 contiene un fragmento de
DNA BamHI de 33,3-kb que conere al mutante
E. coli W14 la capacidad de crecer en PA como
unica fuente de carbono y energa (Ferrandez,
A., Prieto, M.A., Garca, J.L., y Daz, E. (1997)
FEBS Lett. 406, 23-27). Cuando el fragmento
HindIII/PstI de 15,4-kb y contenido en el frag-
mento BamHI de 33,3-kb fue clonado en el vector
de bajo numero de copias pCK01 (Fernandez, S.,
de Lorenzo, V. y Perez-Martn, J. (1995) Mol.
Microbiol. 16, 205-213) digerido con las enzimas
de restriccion HindIII y PstI, y la mezcla de li-
gacion se transformo en E. coli DH5 (Sambrook,
J., Fritsch, E.F., y Maniatis, T. (1989) Molecu-
lar Cloning. CSHL Press, Cold Spring Harbor,
Nueva York), se obtuvieron transformantes resis-
tentes a 35 (g/ml de cloranfenicol (Cm) (el mar-
cador de resistencia de pCK01) los cuales con-
tenan un plasmido de 19-kb que se denomino
pAAD. Todas las tecnicas de manipulacion de
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DNA y transferencia genica por transformacion
empleadas en este y otros ejemplos de esta pa-
tente son de uso generalizado en biologa molecu-
lar y estan descritas en textos generales (p. ej.,
Sambrook, J., Fritsch, E.F., y Maniatis, T. 1989.
Molecular Cloning. CSHL Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York). Las enzimas de restriccion
y la DNA-ligasa del fago T4 utilizadas para las
clonaciones fueron adquiridas comercialmente.
El plasmido pAAD se introdujo mediante
transformacion en celulas de E. coli W14 (feno-
tipo PA−), seleccionandose uno de los transfor-
mantes resistente a cloranfenicol. Para compro-
bar si E. coli W14 (pAAD) era capaz de crecer en
PA como unica fuente de carbono, se inocularon
celulas de esta cepa a una densidad optica a 600
nm (DO600) de 0,1, en medio mnimo M63 su-
plementado con vitamina B12 (5 ng/ml), Cm (35
g/ml) y PA (adquirido de Sigma) (5 mM). Tras
incubacion durante 16 h a 30 C con agitacion
(300 rpm), el cultivo mostro una DO600 apro-
ximada de 2, indicando que el PA era utilizado
por las celulas como unica fuente de carbono y
energa. Por lo tanto, estos experimentos demos-
traban que el plasmido pAAD contiene y expresa
los genes responsables del catabolismo de PA en
E. coli W.
Ejemplo 2
Secuenciacion y analisis de un fragmento de DNA
de 14.328 pares de bases clonado en el plasmido
pAAD.
El inserto de DNA del plasmido pAAD se
secuencio utilizando oligonucleotidos sinteticos
como cebadores mediante la tecnica de ter-
minacion de la polimerizacion por dideoxinu-
cleotidos (Sanger, F.S., Nicklen, S. y Coulson,
A.R. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74,
5463-5467). Para ello se siguieron las instruc-
ciones recomendadas por el fabricante del \Taq
DNA polymerase-iniciated cycle sequencing kit"
(Applied Biosystems Inc.) y las reacciones de se-
cuencia fueron analizadas con un secuenciador au-
tomatico modelo ABI Prism 377 (Applied Biosy-
stems Inc.). La secuencia de nucleotidos ha sido
depositada en el GenBank/EMBL Data Bank con
el numero de acceso X97452.
Ejemplo 3
Mutagenesis con el transposon Tn1000 del DNA
clonado en pAAD y caracterizacion del mutante
#3.
La obtencion de mutantes en el plasmido
pAAD se llevo a cabo mediante mutagenesis con
el transposon Tn1000 presente en el plasmido F
de la cepa E. coli MG1063 (Guyer, M.S. (1983)
Methods Enzymol. 101, 362-369). La transfor-
macion de esta cepa con el plasmido pAAD da
lugar a la formacion de cointegrados entre los
dos plasmidos a traves del Tn1000. Estos cointe-
grados pueden ser transferidos a una cepa recep-
tora mediante las funciones de movilizacion del
plasmido F (Guyer, M.S. (1983) Methods Enz-
ymol. 101, 362-369). As, se cultivo durante
16 h a 37C la cepa donadora, E. coli MG1063
(pAAD), en medio Luria-Broth (LB) suplemen-
tado con Cm (35 g/ml), y la cepa receptora, E.
coli CC118 (Ferrandez, A., Garca, J.L. y Daz,
E. (1997) J. Bacteriol. 179, 2573-2581), en me-
dio LB. Los cultivos fueron diluidos en el mismo
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medio sin antibioticos a una DO600 de 0,1 e in-
cubados a 37C sin agitacion hasta alcanzar una
DO600 de 0,5, momento en el que se procedio a
mezclar 2 ml del cultivo de la cepa donadora con
1 ml del de la cepa receptora, incubandose la mez-
cla durante 2 h a 37C sin agitacion. Finalmente,
la mezcla de cultivos se llevo a un volumen de
12 ml con medio LB, y fue incubada durante 3 h
a 37C con fuerte agitacion. Se inocularon dis-
tintas diluciones de esta mezcla en placas de LB
suplementadas con 50 g/ml de rifampicina (Rf)
(marcador de la cepa receptora) y Cm (35 g/ml).
Una vez en la celula receptora, los cointegrados
son resueltos dando lugar a la recuperacion del
plasmido F y a un derivado del plasmido pAAD
que contiene una copia del transposon Tn1000.
De uno de los exconjugantes obtenidos, deno-
minado #3, se extrajo el plasmido pAAD mu-
tante y mediante digestion con enzimas de res-
triccion se localizo la insercion del transposon
Tn1000 en la ORF denominada paaZ. Cuando
el plasmido pAAD::Tn1000 #3 se introdujo me-
diante transformacion en celulas de E. coli W14,
la cepa resultante no fue capaz de crecer, segun
el protocolo que se describe en el Ejemplo 1, uti-
lizando PA como unica fuente de carbono. Este
resultado indicaba que la interrupcion de la ORF
paaZ impide el catabolismo de PA en E. coli.
Ejemplo 4
Biotransformacion de PA a 2HPA mediante fer-
mentacion de E. coli W14 (pAAD::Tn1000 #3).
Se inoculo la cepa E. coli W14 (pAAD::
Tn1000#3) a DO600 de 0,1 en medio mnimo
M63 suplementado con glicerol 20 mM como
fuente de carbono, vitamina B12 (5 ng/ml), Cm
(35 g/ml) y PA (1 mM). Se tomaron alcuotas
del cultivo a distintos tiempos de incubacion con
agitacion (300 rpm) a 30C, se centrifugaron y
el sobrenadante libre de celulas se sometio a un
analisis por HPLC segun se describe en el Ejemplo
5. El resultado de este analisis revelo que el PA
se haba transformado en 2HPA al cabo de 24 h
de incubacion. Por lo tanto, la inactivacion de la
ORF paaZ en el plasmido pAAD::Tn1000#3 pro-
voca la transformacion especca de PA a su de-
rivado hidroxilado 2HPA, el cual se secreta fuera
de la celula y se acumula en el medio de cultivo.
Ejemplo 5
Deteccion e identicacion de 2HPA.
Para la deteccion de 2HPA en las diferen-
tes muestras de los ejemplos 4, 6 y 8, 20 l de
cada una de ellas se analizo por HPLC empleando
un equipo Gilson equipado con una columna Li-
chrosphere 5 RP-8 (150 x 46 mm). Como elu-
yente se empleo metanol-H2O 40 % conteniendo
acido trifluoroacetico 1:1000, a un flujo de 1
ml/min. Dos picos con tiempos de retencion
5,60 y 10,67 minutos, correspondientes a los com-
puestos patron 2HPA (adquirido de Sigma) y
PA, respectivamente, fueron detectados espectro-
fotometricamente a 210 nm.
Para conrmar la identidad del 2HPA pre-
sente en las muestras analizadas, se realiza-
ron analisis por espectroscopa de masas em-
pleando un espectrofotometro Q-Mass (Perkin-
Elmer) acoplado a un cromatografo de gases
Autosystem (Perkin-Elmer). La muestra fue
preparada por extraccion de los correspondien-
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tes sobrenadantes, llevados a pH 3 con HCl,
con un volumen de acetato de etilo. La fase
organica se seco con Na2SO4 y fue evaporada
bajo una corriente de N2. El residuo obtenido
fue disuelto en 50 l de piridina (Fluka) su-
plementada con 3-etilvanillina (4 mg/ml) como
patron interno, y 12,5 l de esta solucion fue-
ron tratados durante 30 minutos a 80C con
20 l de bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BS-
TFA) como agente derivatizante. La muestra as
preparada fue inmediatamente analizada, reve-
lando la existencia de 2HPA.
Ejemplo 6
Biotransformacion de PA a 2HPA con celulas en
suspension de E. coli W14 (pAAD::Tn1000#3).
Se inocula la cepa E. coli W14 (pAAD::
Tn1000#3) a DO600 de 0,1, en medio mnimo
M63 suplementado con glicerol 20 mM como
fuente de carbono, vitamina B12 (5 ng/ml), Cm
(35 g/ml) y PA (1 mM). Tras incubacion a
30C con agitacion (300 rpm) hasta alcanzar una
DO600 de 1,0, el cultivo se centrifugo y las celulas
se lavaron con un volumen de medio M63. El se-
dimento celular se resuspendio en 1/10 de volu-
men de medio M63 conteniendo PA (1 mM). La
suspension celular (5 ml) se incubo a 30C con
agitacion y se tomaron muestras (0,5 ml) a distin-
tos tiempos. Las muestras se centrifugaron 5 min
en una microcentrifuga (12.000 rpm) y el sobre-
nadante libre de celulas se sometio a los analisis
descritos en el Ejemplo 5. Se observo que al cabo
de 24 h de incubacion el PA se haba transfor-
mado en 2HPA.
Ejemplo 7
Construccion de los plasmidos pAFK5 y pAFAF1.
Para la construccion del plasmido pAFK5, el
fragmento de DNA SphI/BamHI de 4,9-kb y que
se encuentra contenido en el plasmido pAAD, se
clono en el vector pUC19 (Sambrook, J., Fritsch,
E.F., y Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning.
CSHL Press, Cold Spring Harbor, Nueva York)
digerido con las enzimas de restriccion SphI y
BamHI. La mezcla de ligacion se transformo en
E. coli DH5 seleccionandose los transformantes
resistentes a 100 g/ml de ampicilina (Ap). El
analisis de plasmido en los transformantes revelo
la presencia de pAFK4, un plasmido que con-
tiene las ORFs paaK y paaXY. Para expresar
unicamente paaK, el plasmido pAFK4 se digirio
con las enzimas de restriccion BsrGI y SmaI, pos-
teriormente se relleno el extremo cohesivo gene-
rado por BsrGI con la ayuda del fragmento Kle-
now de la DNA-polimerasa I de E. coli (Pharma-
cia), y el plasmido se religo con la DNA-ligasa del
fago T4 (Amersham). La mezcla de ligacion se
transformo en E. coli DH5 y los transformantes
Ap resistentes mostraron un plasmido, pAFK5,
que contiene la ORF paaK bajo el control del
promotor Plac en un replicon de alto numero de
copias.
Para la construccion del plasmido pAFAF1, el
fragmento de DNA BglII de 5,4-kb proveniente de
pAAD::Tn1000#10, se ligo al plasmido de bajo
numero de copias pCK01 (Fernandez, S., de Lo-
renzo, V. y Perez-Martn, J. (1995) Mol. Micro-
biol. 16, 205-213) digerido con la enzima de res-
triccion BamHI. La mezcla de ligacion se trans-
formo en E. coli DH5 y de los transformantes
4
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resistentes a Cm (35 g/ml) se aislo un plasmido,
pAFAF1, que contena las ORFs paaABCDE bajo
el control del promotor Plac y en un replicon com-
patible con el del plasmido pAFK5.
Ejemplo 8
Biotransformacion de PA a 2HPA mediante fer-
mentacion de E. coli W14 (pAFK5, pAFAF1).
Se inoculo la cepa de E. coli W14 conteniendo
los plasmidos compatibles pAFAF1 y pAFK5 a
una DO600 de 0,1, en medio mnimo M63 suple-
mentado con glicerol 20 mM como fuente de car-
bono, vitamina B12 (5 ng/ml), Cm (35 g/ml),
Ap (100 g/ml) y PA (1 mM). Se tomaron
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alcuotas del cultivo a distintos tiempos de incu-
bacion con agitacion (300 rpm) a 30C, se centri-
fugaron y el sobrenadante libre de celulas se so-
metio a un analisis por HPLC segun se describe
en el Ejemplo 5. El resultado de este analisis re-
velo que el PA se haba transformado en 2HPA
al cabo de 24 h de incubacion. Por lo tanto, la
expresion simultanea de las ORFs contenidas en
pAFK5 y pAFAF1 provoca la transformacion es-
pecca de PA a su derivado hidroxilado 2HPA,
el cual se secreta y se acumula en el medio de
cultivo.
5
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para producir 2 - hidro-
xifenilacetato (2HPA) utilizando las secuencias de
nucleotidos involucradas en el catabolismo del fe-
nilacetato (PA) en Escherichia coli W, caracte-
rizado por las siguientes operaciones:
a) aislar en el plasmido pAAD el DNA invo-
lucrado en el catabolismo de PA en E. coli W;
b) identicar en la secuencia de nucleotidos
del fragmento clonado en el plasmido pAAD los
marcos de lectura abiertos (ORFs) que contienen
la informacion necesaria para que se lleve a cabo
el catabolismo del PA;
c) construir mediante mutagenesis con el
transposon Tn1000 un plasmido pAAD mutante,
pAAD::Tn1000#3, que contiene interrumpida
por el transposon la ORF denominada paaZ segun
la secuencia depositada con el numero de acceso
X97452 y, por lo tanto, no funcional;
d) construir, mediante la subclonacion del in-
serto de DNA del plasmido pAAD, los plasmidos
pAFK5, expresa la ORF paaK, y pAFAF1, ex-
presa las ORFs paaABCDE segun la secuencia
depositada con el numero de acceso X97452;
e) transformar las celulas hospedantes E. coli
W14 con el plasmido pAAD::Tn1000#3, o con los
plasmidos compatibles pAFK5 y pAFAF1;
f) cultivar las celulas recombinantes en un
medio de cultivo adecuado que permita la pro-
duccion de las protenas codicadas en los
plasmidos cuya construccion se describe en los
apartados 1c y 1d.
g) utilizar las celulas cuyo crecimiento se des-
cribe en el apartado 1f, o productos derivados de
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estas, para la transformacion de PA en 2HPA.
2. Un procedimiento segun la reivindicacion
1 caracterizado porque las celulas hospedantes
transformadas consisten en las cepas puras de E.
coli CECT 5056 E. coli W14 (pAFAF1, pAFK5)
y CECT 5057 E. coli W14 (pAAD:Tn1000#3),
sus mutantes o sus derivados transformados.
3. Un procedimiento segun la reivindicacion
1 por el que se pueda producir 2HPA utili-
zando la informacion contenida en la secuencia
nucleotdica cuyo numero de acceso es X97452, o
en secuencias homologas.
4. Un procedimiento segun la reivindicacion
1 en el que los plasmidos utilizados contengan,
total o parcialmente, la secuencia de nucleotidos
depositada con el numero de acceso X97452 o se-
cuencias homologas, as como mutaciones (por ej.
inserciones con transposones) en dichas secuen-
cias.
5. Un procedimiento segun la reivindicacion
1c en el que la mutacion de la ORF denominada
paaZ pueda hacerse por otros metodos conocidos
6. Un procedimiento segun la reivindicacion
1 en el que se utilicen otras celulas hospedantes
transformadas con los plasmidos de las reivindi-
caciones 1 y 4.
7. Un procedimiento segun la reivindicacion
1 que utilice las protenas codicadas en pAAD,
as como protenas homologas.
8. Un procedimiento segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a la 7 caracterizado por-
que las celulas utilizadas para la transformacion
de PA en 2HPA se encuentran en suspension o
muertas en forma de extracto celular.
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